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37'Cで作用させているが，ラット肝 Msを20'C以上に incubateすると ribosomeの凝集
のおこることが報告されている6) また，ラット肝 Msの PLの相転移温度は200C以上と
考えられる7)8) 今回の実験では相転移温度以下の190Cで PLase処理をおこなった.
Incubation中にもし ribosomeの遊離がおこるならば， stripped vesicleの生成が予想さ
れたので，膜の材料として rMsを用いた.作用させる PLaseとして， PLをDGと水溶
性のリン酸化アルコール類に分解する PLaseC (EC 3. 1. 4. 3)を用いた.
略号， Chol: cholesterol， DG: diglyceride， GlcUase: s-glucuronidase， G6Pas巴:glucose-6-
phosphatase， LPC: lysophosphatidyl-choline， M6Pase: rnannose-6-phosphatase， Ms: rnicro-
sorne， NDPase : nucleoside diphosphatase， PC & PE & PI & PS: phosphatidyl-choline &-
ethanolarnine &一inositol&-serine， PLase : phospholipase， rMs : rough rnicrosorne， Sph : sph-






一夜絶食させたラット(どんりゅうらっと，オス， 150~180 g， 日本ラットKK)の肝
臓をとり出 し 4倍容の 0.25M sucroseとhomogenizeした.この homogenateを
12，500 x g， 20分遠心してえた上清をさらに 54，000xg，1時間遠心して Msを沈澱させた.
この Msを 0.25M sucroseに suspendし， その 4mlを，下から 2M sucrose 1.5 ml，
1.3 M sucrose 4.5 mlを重層して作った不連続濃度勾配上に重層して，日立65P超遠心機
のRP65アングルロータ でー， 264，000x g， 2時間遠心した引.2 M sucrose層と l.3M
sucrose層の界面上の浮遊物を採取し， 0.25 M sucroseで約5倍に希釈して sucrose濃度
を下げ，RP30ロー ターで 77，500xg， 1時間遠心して rMsを沈澱さぜた
2. PLase C によ~ rMsの処理
PLase C (Closfridiumρelプringens，200 units/mg蛋白質)は Sigma社より購入した.
rMsのPLaseC処理は50mM Tris buffer (pH 7.6)， 5 mM CaC12， 5 mM Mg acetateを
含む 0.25M sucrose 1 ml中に rMslOmg蛋白質と PLaseC 6 unitsを含む反応液組成で，
19'C， 30分間おこなった.氷冷 0.25M sucroseで希釈するとともに氷水中で冷却して反
応を停止し ただちに 54，OOOxg， 1時間遠心して処理rMsを沈澱させた.
処理 rMsの細分画を次のようにおこなった.処浬 rMsを 0.25M sucrose ~.こ suspend
して，その 5mlを1.3M sucrose 5 ml上に重層し， RP65ロー タ ーで 264，500x g， 2時間
遠心した.1.3M 層と 0.25M層の界面上の浮遊物 (F分画)と遠心管底の沈澱 (P分画)
を採取し，それぞれを 0.25M sucroseに分散して，77，500x g， 1時間遠心して沈澱させた.
3. rMs成分の定量
処理rMsの蛋白質， PL，RNAの定量は Schmidt-Thannhauser10)および Schneider11) 
の方法を組合せて次のようにおこなった.試料に氷冷下TCAを添加して 5%として rMs
を沈澱させ，沈澱を氷冷6% HCIO.で2回洗浄した.沈澱をエタノ ール・エー テル (1: 
1)混液で50"C， 30分間抽出， さらに1度づっ混液とメタノ ールで洗浄p 抽出液と洗液を
合して減圧乾澗し， Allen法12)で全 リン量を測定，その値を25倍して PL量とした.脂質
抽出残澄を6% HCIO.に分散し， 75'C， 20分間抽出，さらに2回6% HCIO.で洗浄，抽
出液と洗液を合して定容し，Mejbaumのオルシノール法11)で:.RNAを定量した.RNA抽
出の残査を 1N NaOH 1 ml ~;こ懸濁， 75'Cに5分間加熱して溶解しビューレット反応13)
で蛋白質を定量した.
4.酵素活性の測定
TCを添加した場合の活性(全活性)の測定は次のようにおこなった14) 1 ml中約 2mg
に調整した処理 rMssuspensionに， 8 mM Tris buffer (pH 7.6)に溶解した4%TCを
1/9容添加し氷冷下に30分以上放置したものを酵素液と し， 反応液には 1ml中lOmg
の牛血清アルブミンを添加した.TC無添加の場合の活性測定 で は 0.25M sucroseに




M6Paseおよび G6Pase--反応液 1ml中 rMs約 1mg， cacodylate buffer (pH 6.5) 
50μmol， M6P又は G6P10μmolを含む反応液を19.cに10分間 incubateした.同容の
10% TCAを添加して反応を停止し，遊離する無機リンを Allen法12)で測定した.
G1cUas令一一1ml中rMs約 1mg， cacodylate buffer (pH 6.5) 50μmol，ρ:-nitrophenyl 
s-n-glucuronide 5μmolとし， 38.Cで1時間 incubateした.0.02M NaOHを lOml添
加して反応を停止し，410nmでの吸光度から，生成した t-ni trophenolを測定したU)
NDPase--1 ml中rMs約 1mg， Tris buffer(pH 7.5)50μmol， MgCl2 5μmol， uridine 




分を分取し19) ヒドロキサム酸法20)でエステル結合の μmol量を測定，その 1/2をDG量
とし7こ.
Chol-試料を5%TCAで沈澱しエタノ ール・エ←テル混液で、抽出して，減圧下に
乾澗したのちp メタノ ール性 0.3NNaOHでケ ン化した.不ケ ンー化物を石油エーテルで‘抽
出し，Courchaine反応2])によって全 Cholを定量した.
PL組成一-Bligh・Deyeri*18)でPLを抽出し;Skipskiの方法22)で薄層クロマドグラ




試料をブロック状で 0.1M cacodylate buffer (pH 7.4)中5% glutaraldehydeで固定，




1. PLase C処理による rMs成分の変化
rMsは脂質二重層膜と内容物(蛋白質など)及び外層に結合する ribosomeよりなるの
で， PLaseで処理する場合などのよう に変化の大きい場合には，蛋白質，脂質，RNAを定
Table 1. Composition of the Major Components of the Treated rMs. 
PL RNA 
rMs 
mg mg mg/mg prot. mg mg/mg prot. 
Untreated 8.87 4:33 0.49 1.97 0.2 










肝 MsはG6Pを水解するが， M6Pは水解されない.しかし界面活性剤などで Msを
破壊すると G6Pのみでなく， M6Pも水解されるよ うになる.Arionら14)はMsのG6Pase
系は Ms膜の外層に存在する G6Ptranslocaseと内層に存在する nonspecificphophatase 
とから構成されていて， G6Pはtranslocaseによ って転移されて内層の phosphataseの作
用をうけるが， M6Pはtranslocaseと反応しないので水解されないと した.し かし， Ms 
を破壊すると内層の phosphataseが露出されて M6Pも水解されるようになる. したがっ





































|…d I 0.6 4.2 M6Pase Treated 0.52 1.58 
l… d I 2.6 4.40 G6Pase Treated 0.56 1.36 
|…d I 0.39 0.49 GlcUase Treated 0.19 0.10 
|…d I 0.61 1.48 NDPase Treated 0.84 1.81 
ホMsprotein was determined by Lowry 
et a113'. 




る. したがって，密度による vesic1eの分別の可能性を検討するために，今回は rMsと
sMsとを分画するのに用いた1.3M sucroseを用いて密度勾配遠心をおこなった.
Table 3に主要成分の値を示す.PLaseC処理によってF分画の蛋白質が若干増加し，
PLは減少するが査白質当りの値はP分画と同様であった. F分画の RNA/蛋白質比 は
sMsに相当する値であった91 なお，処理 rMsを 2Msucrose上に重層 L，同様に遠心
して遊離 ribosomeの沈澱を試みたが，ごく微量で定量限界以下であった すなわちP分
Tabl巴 3. Composition of the Major Components of the .Subfractions. 
PLase C- I .l .LVLC:且且且 l 


































mgjmg prot. rng mgjmg prot. 
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0.52 0.09 0.09 
0.44 1.95 0.25 
0.17 0.13 0.08 
0.15 1.66 0.24 
Tabl巴 5. Distribution of Chol in the 
Treated rMs. 
Subfraction 
Chol rMs F P 
1.65 
μmoljmg prot. 0.04 I 0.05 0.03 
Table 6. Change of the PL Composition 
by PLase. 
PL Cornposition (%) 
Treated 
Untreated Subfraction 
rMs rMs F P 
Front本 2 6 9 4 
PE 20 22 26 25 
PS+PI 11 32 33 39 
PC 59 30 24 27 
Sph 5 5 4 3 
LPC 4 5 4 3 
Figures indicate the percentage of each 
PL species of the sum of PL's of indivi-
dual rMs fraction. 
* The uppennost spot of th巴 thinlayer 
chromatograrn. 
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PL組成を示す.未処理rMsでは PCがもっとも多く ，PS+PI画分は少量 で あるが，
PLase C処理によって， PS+PI画分が最多の成分になり， PCは PS+PI画分以下の割
合にまで減少した. F分画とP分画との聞には差がみられなかった.
5. PLase C 処理lこよ~ rMs形態の変化
Fig.lに (a)未処理rMs，(b) PLase C処理 rMs，(c)処理 rMsのF分画， (d) P分画
の電子顕微鏡像を示す.rMsを PLaseC処理すると (b)にみられるように膨潤した大き
なvesic1eとelectrondenseな部分をもっ vesicleの生成が認められる.処理 rMsの細
分画では， (c)に示すようにF分画は膨潤した大きな vesicleと densevesicle及び少量
の roughvesic1eよりなり， (d)のP分画は基本的に densevesicleとroughvesicleよ
(a) (c) 
(b) (d) 
Fig. 1. Electron.Micrographs of rMs and Subfractions. 
(a) rMs (c) Subfraction.F of Treated rMs 
(b) PLase C-treated rMs (d) Subfraction P of Treated rMs 








した結果は， rMs膜の崩壊をおこさず， ribosomeを遊離しなし、(Table1)， PL組成では
PCの割合が小さくなって PS-PI画分の割合が最大になる (Table6)，電子顕微鏡像では
膨潤 vesic1eとdensevesic1eの生成がみられる (Fig.1)，G6Paseが阻害される (Table2) 
など，370Cでの知見制)5)2g)と大きな差がなかった.
処理 rMsの 1.3M sucrose層の界面に浮遊するF分画と遠心管底に沈澱するP分画の
成分の間では，RNA/蛋白質比が大きな差を示した以外に，PL含量 (Table3)， DGとChol
の含量 (Table4及び5)，PL組成 (Table6)について大きな差異がみられなかった.Fig.1 
に示す電子顕微鏡像は， F分画に膨潤 vesic1eが比較的多く ，P分画は densevesideを
多く含むことを示しp 両分画に若干の差がみられた.処理 rMs，F及びP分画の像は成分
分析の結果と対応していると考えられる.













4. Phospholipid， RNA， cholesterol及び phospholipaseCの直接の反応生成物である
digly.cerideはF分画及びP分画の両方に分布した.処理粗面 ミクロ ソーム中の digly.・
ceride存在量は phospholipid分解量の40%であった.
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Summary 
1. Rat liver rough microsomes were treated with phospholipase C at 190C 
and the treated rough microsomes were subfractionated to F subfraction， floats on 
the interface of 1.3 M sucrose， and P subfraction， pellets at the bottom of the 
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centrifuge tube. These fractions were analyzed chemically， enzymatically， and 
electron microscopically. 
2. Rough microsomal phospholipid was degraded about 80%. Amounts of 
protein and RNA did not change so largely. 
3. Total activities， appeared in the presence of taurocholate， ofthe luminal 
mannose-6-phosphatase， glucose-6-phosphatase， and s-glucuronidase were inhibited 
considerably by phospholipase C treatment， but nuc1eoside diphosphatase activity 
was not. 
4. Phospholipid， RNA， diglyceride， and cholesterol were distributed in both 
F subfraction and P subfraction. Amount of diglyceride present in the treated 
rough microsomes was only about 40% of the decrease of phospholipid phosphorus by 
phospholipase C. 
5. Among phospholipid species in the treated rough microsomes phosphatidyl 
serine-phosphatidyl inositol fraction was the most. This feature was the same in 
both F subfraction and P subfraction. 
6. Electron micrographs showed the formation of electron dense vesic1es and 
large-swelling vesic1es by the action of phospholipase C. Subfraction F was composed 
of these new vesic1es preferentially and subfraction P contained more rough 
vesic1es in addition. The morphological profiles agreed with the results of chemical 
analysis 
513 
